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Enzymatic, active oxygen-rclcasing mixtures may be used as oxidising agents for preparing chemical '^W"^'*^'^^ 1" 
washing, cleaning and disinf^ttng agenu. According to the invention the mixture contains oxKlonsductase w.th arj a/^-hydrol^c fold su^d 
a catalj ic triad consisUng of aminoacids serine, histidine and aspartic acid, a peroxide source, and an aqueous solutjon of an organic ac d 
salt, in order to produce organic peracids, organic acids or their salts in an aqueous solution are converted into ^i^'l ^J^'^l ^ 
esence of oxidoreductasc with an a //3 -hydrolase fold and a catalytic triad consisting of ammoacids scnne, histidme and aspait.c acid. 



the presence 

and hydrogen peroxide or peroxide compounds. 



pH value from 3.5 to 6.0 and temperatures from 15 to 80 "C. 



(57) Zusammenfassung 

Enzymatische, aktiven Sauerstoff licfemde M.schungen kttnnen Anwendung als ^"7, 
Verbindungen sow.e in Ble.ch-, Wasch-, Reinigungs- und Desinfcktionsmitteln finden. ErfindungsgemlB bcsteht die M.schung aus 
Oxidoredukiasc mit einer a/^-Hydrolasc-Faltung und eincr katalytischen Triade aus den Aminosauren Senn, ""^^^^^P^'ff'l'^^r^ 
einer Peroxidquelle, einer waBrigen Lfisung eincr organischen SSure oder deren Sa^. D.e HersteUung '^g^'^f ^^Jl^ 
crfindungsgcmaB deiart, dafi in Anwesenhei" - " ~//i-HvH,«.«..F,lnm^ nnd einer kaialvtischen Tnadc aus den 

Aminosauren Serin, Histklin ' 
waBriger Uisung bci einem 



incr organiscncii aauic wci m^i^h ^oxm.. ^^.v- ..^..^^-..-..e, — e, 

ttu III r».y,tjt.u.su .^n Oxidoieduktase mit einer a//3-Hydrolase-Faltung und eincr katalytischen Tnade 
lin und Aspataginsaure und Wasserstoffpcroxid oder Pcn>xidverbindungen organische Sauren oder deren Saize in 
n pH-Wert von 3 5 bis 6,0 und bei Tempcraturen zwischen 15 und 80 °C zu organischcn PcrsSuren umgewandelt 
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Enzymatische, aktiven Sauerstoff liefernde Mischung sowie 
Herstellung von Persauren 



Beschreibung 

5 Die Erfindung betrifft eine ens^iTiatiscbe, aktiven 

Sauerstoff liefernde Mischung sowie ein Verfahren zur 
enzymatischen Herstellung von Persauren. Enzymatische, 
aktiven Sauerstoff liefernde Mischungen finden Anwendung 
bei Oxidationsreaktionen zur Herstellung chemischer 

10 Vcrbindungen . Derartige Mischungen sind aber auch als 
oxidative Bleichma ttel in Waschmittelzusammensetzungen 
wirksam. Das ertindungsgemaiie Verfahren ist insbesondere 
bei der Synthese organischer Verbindungen anwendbar, bei 
denen die in situ gebildete Persaure als oxidierender 

15 Reaktionspartner teilnimmt. 

Bekannt ist die chemische Persaureherstellung, die uber die 
[Jmsetzung von Saureanhydriden und Saurehalogeniden mit 
Wasserstof fperoxid erfolgt. Technisch lassen sich Persauren 
aus Carbonsauren und Wasserstof fperoxid in Gegenwart von 
20 Mineralsauren herstellen. Die Persauren sind 

auBerordentlich instabil. Bei Erhitzen konnen derartige 
Verbindungen ohne Vorwarnung explodieren. 

Auch wenn die hohe Reaktivitat organischer Persauren 
bekannt und fur viele chemische Reaktionen von Vorteil 

25 ist, fanden bislang im wesentlichen Natr iumperborate als 
Bleichmittel m Waschmitteln Anwendung. Aus der US-PS 
5,296,161 ist em Verfahren bekannt, das ausgehend von der 
enzymatischen Aktivitat von Esterasen - katalytisch Ester 
zu verseifen - diese Wirkung nutzt, um organische Persauren 

30 m Ldsung herzustellen und deren sauerstoff bildende 
Aktivitat beispielsweise fiir Bleichprozesse zu nutzen. 
Dabei werden in Gegenwart von Esterasen und Lipasen 
Fettsaureester defmierter Struktur enzymatisch unter 
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Bildung von Persauren gespalten. Aufgrund der Anwendung von 
Fettsaureestern erfordern derartige Systeme ] edoch 
zusatzliche Emulgatoren, uro das System in Ldsung bzw. 
Suspension zu haiten und dadurch die enzymatische Reaktion 
5 zu ermoglichen. "nabhangig dessen, dafi bei diesem System 
nach Verbrauch bzw. Reaktion der Reakt ions Jcomponen ten 
dkologisch schwer abbaubare Produkte entstehen konnen, 
setzt dieses System zunachst eine aufwendige Synthese 
definierter Verbindungen - hier Glyzeridverbindungen - 

10 voraus. Zum anderen entwickeln sich hier langerkettige 
Persauren, deren Reaktivitat gegeniiber niederkettigen 
organischen Persauren vermindert ist. Eingeschrankt ist 
auch der Temperaturbereich derartiger enzymatischer 
Systeme, was deren Anwendung als Bleichmittel , 

15 beispielsweise bei Voll- und Kaltwaschitiitteln begrenzt . 

Bedingt durch die hohe Reaktivitat niederkettiger 
organischer Persauren, sind solche Verbindungen bevorzugt 
Reaktionspartner in der Synthese organischer Verbindungen. 
Die Anwendung von Persauren war aufgrund der Reaktivitat 

20 bislang aber auf die laborchemische Synthese beschrankt . 

Auch die enzymatische Synthese nach US-PS 5,296,161 erlaubt 
nicht die gezielte Herstellung reaktiver, niederkettiger 
organischer Persauren und ist aufgrund der beteiligten, 
spezifischen Reaktionspartner in ihrem Einsatzbereich bei 

25 der Synthese organischer Verbindungen eingeschrankt. 

Aufgabe der Erfindung ist es, in einfacher Weise 
enzymatisch organische Persauren herzustellen und eine 
Mischung als Lieferant aktiven Sauerstoffs fur die 
unterschiedlichsten Anwendungen bereitzustellen . 

30 Erf indungsgemali besteht die enzymatische, aktiven 
Sauerstoff liefernde Mischung aus 

Oxidoreduktase mit einer a/3-Hydrolase-Faltung und 
einer katalytischen Triade aus den Aminosauren Serin, 
Histidin und Asparaginsaure 
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einer Peroxidquelle und 

emer organischen Saure oder derem Salz, 

wobei die Mischung in wassriger Losung angewandt wird. 

Bei flussiger Form der Mischungskomponenten wird die 
5 Peroxidquelle getrennt von den anderen Komponenten 
aufbewahrt . 

Dadurch, dali sich das erf indungsgemalie Enzym 
gef riertrocknen und bei Raumtemperatur auch Uber langere 
Zeiten aufbewahren lalit, kann das Enzym z.B. in Verbindung 
10 mit Natriumacetat und Natriumperborat in einer 
Feststof fmischung angewandt werden. 

Bei Anwendung der erf indungsgemafien Mischung in wassriger 
Losung katalysiert das Enzym die Umwandlung der 
organischen Saure in Persaure unter Beteiligung der 
15 Peroxidquelle. 

Die erf indungsgemali verwendeten Enzyme konnen aus 
unterschiedlichen Organismen (Pro- und Eukaryonten) 
isoliert werden. Vorzugsweise wird als Enzym bakterielle 
Nicht-Ham-Haloperoxidase, z. B. Chlorperoxidase oder 
20 Bromperoxidase unterschiedlicher Herkunf tssCamme fur die 
erf mdungsgemaJie Mischung bzw. das er f indungsgemafie 
Verfahren angewandt. 

Als organische Saure werden vorzugsweise Mono- und 
Dicarbonsauren und Hydroxycarbonsauren mit 2 bis 4 C- 

25 Atomen, wie insbesondere Essigsaure, Propionsaure oder 

Milchsaure bzw. deren Salze eingesetzt. Als Peroxidquelle 
werden vorzugsweise Wasserstof f peroxid oder 
Wasserstof fperoxid freisetzende Verbmdungen, wie 
Perborate, insbesondere Natriumperborat, Percarbonate , 

30 insbesondere Natr iumpercarbonat , und Persulfate genutzt. 



Die angewandte Enzymmenge ist abhangig vom Volumen des 
Gesamtsystems und betragt vorzugsweise pro 0, 15 bis 50 ymo 
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Wasserstof f peroxid ur.d pro 100 umol Saure Oder Salz 8 bis 
16 mU Enzym. Wird statt Wasserstof fperoxid eine andere 
Peroxidquelle eingesetzt, beispielsweise Natriumperborat, 
bezieht sich die einzusetzende Menge auf das daraus 
5 freigesetzte Wasserstof fperoxid. Die Enzymeinheit U 

bezeichnet die Enzymmenge, die ein umol Substrat pro Minute 
umsetzt . 

Der pH-Bereich der erf indungsgemaJien Mischung wird durch 
die beteiligte organische Saure oder deren Salze im Bereich 
10 3,5 bis 6 gepuffert. Die Anwendungstemperatur der 

erf indungsgemafien Mischung kann je nach verwendetem Enzym 
zwischen 20 und 80 °C liegen. 

Die erf indungsgemalien Oxidoreduktasen besitzen gleiche 
Strukturmerkmale, namlich eine a/(3-Hydrolase-Faltung und 

15 eine katalytischen Triade aus den Arainosauren Serin, 
Histidin und Asparaginsaure . Neben diesen Merkmalen 
bendtigen die angewandten bakteriellen Nicht-Ham- 
Haioperoxidasen im Gegensatz zu den hamhaltigen 
Haloperoxidasen keme Ham-Gruppe als prosthetische Gruppe 

20 und im Gegensatz zu den eukaryont ischen Nicht-Ham- 

Haloperoxidasen auch keine Metallionen oder andere Co- 
Faktoren fUr ihre Aktivitat. 

(Jberraschend hat sich gezeigt, dali die erf indungsgemaBen 
Enzyme durch Hydrolyse eines Serinesters in Verbindung mit 
25 Wasserstof fperoxid Persauren bilden, die dann als 

oxidierendes Agens wirken. Der Serinester entsteht dabei 
durch Reaktion der organischen Saure mit einem Serinrest im 
aktiven Zentrum des Enzyms . 

Die erf indungsgemaft verwendeten Oxidoreduktasen smd durcn 
30 Klonierung der Gene und Oberexpression leicht m groBen 
Mengen darstellbar. 



Die erf indungsgemalie Mischung lalit sich aufgrund ihrer 
oxidativen Wirkung verschiedentlich anwenden, z. B. in der 
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Synthase organischer Verbindungen, oder generell als 
Oxidationsreagenz . Ein derartiges Anwendungsgebi et sind 
Bleichmittel, etwa Bleichmittel fur Papier und Textilien, 
insbesondere fur Bleichprozesse im sauren bis neutralen pH- 
5 Bereich. Aufgrund der hohen bioziden Wirksamkeit von 

niederen Percarbonsauren eignet sich die er f indungsgemalie 
Mischung auch als Desinf ektionsmi ttel zur Desinfektion von 
wafirigen Lbsungen und Oberflachen oder zur Herstellung von 
Desinf ektionsmitteln . Als Zusatz in Wasch-, Bleich-, 
10 Reinigungs- und Desinf ektionsmitteln angewendet, reagieren 
die in situ aus der erf indungsgemalien Mischung gebildeten 
Persauren durch Oxidation mit Schmutzstof f en, farbenden 
Komponenten und Mikroorganismen . 

Erf indungsgemafi wird das Verfahren zur enzymatischen 
15 Herstellung organischer Persauren so gefuhrt, dalJ 

Oxidoreduktase mit einer a/p-Hydrolase-Fal tung und einer 
katalytischen Triade aus den Aminosauren Serin, Histidin 
und Asparaginsaure in Gegenwart von Wasserstof fperoxid, 
einer organischen Saure oder deren Salze bei einera pH-Wert 
20 von 3,5 bis 6,0 und bei Temperaturen zwischen 15 und 80 °C 
die Bildung der organischen Persaure katalysieren . 
Verwendet man in diesem Prozeli Essigsaure, bildet sich in 
situ als Reaktionsprodukt Peressigsaure, bei Verwendung von 
Propionsaure oder Milchsaure analog Perpropionsaure oder 
25 Permilchsaure . 

Vorzugsweise wird als Enzym bakterielle Nicht-HSm- 
Haloperoxidase, z. B. Chlorperoxidase oder Bromperoxidase , 
als Peroxidverbindung Wasserstof fperoxid oder 
Natriumperborat und als organische Saure Essigsaure oder 

30 Propionsaure oder Milchsaure oder deren Salze eingesetzt. 
Der Enzymanteil betragt vorzugsweise pro 0,15 bis 50 umol 
Wasserstof fperoxid und pro 100 umol Saure oder Salz 8 bis 
16 mU Enzym. Wird statt Wasserstof fperoxid Natriumperborat 
eingesetzt, bezieht sich die einzusetzende Menge auf das 

35 daraus freigesetzte Wasserstof fperoxid . 
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Die nach dem erf indungsgemafiien Verfahren hergestel 1 te 
Persaure ist au5erordent 1 ich reaktiv. Sie oxidiert 
Verbmdungen Oder zersetzt sich unter Rildung von aktivem 
Sauerstoff und freier Saure . Der aktive Sauerstoff kann 
5 damit als Reaktionspartner genutzt werden. Ober derartige 
Oxidationsreaktionen laftt sich auch die in situ gebildete 
Persaure nachweisen, beispielsweise durch Oxidation von 
Anilin N'itrobenzol . In Gegenwart von Halogenidionen 
werden diese in situ oxidiert und bei Anwesenheit von fiir 

10 dxe elektrophile Substitution geeigneten Substraten kommt 
es zu Halogenierungs-reaktionen . Unabhangig dessen, daft 
sich uber die vorgenannten Oxidationsreaktionen die m situ 
gebildeten Persauren nachweisen lai>sen, zeigen diese 
Beispiele eir. vortei lhaf tes Anwenduncsgebiet des 

15 er f mdungsgemaften Verfahrens bei der Synthese organischer 
Verbindungen . 

Anhand nachf olgender Ausf iihrungsbei spiele , eines 
beigefugten Sequenzprotokolls mit Aminosauresequenzen 
untersuchter Enzyme sowie der "iguren 1 und 2 soil die 
20 Erfindung naher erlautert werden. Dabei zeigen: 

Fig. 1: dreidimensionale Struktur des Enzyms 

Bromperoxidase-A2 aus Streptomyces aureofaciens 
ATCC 10762 - Gesamtansicht 

Fig. 2: Ausschnitt aus der dre idimens lona 1 en StruKtur des 
25 Enzyms Bromperoxidase-.A2 aus Streptomyces 

aureofaciens ATCC 10762 



Enzyme 

Foigende Enzyme weraen verwandt: 

3C - Chlorperoxidase aus Pseudomonia pyrrocinia, 
nachfoigend mi t CPO-P bezeichnet 
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Bromperoxidase Al aus Streptomyces aureofaciens ATCC 
10762, nachfoigenc mit BPO-Al bezeichnet 

Bromperoxidase A2 aus Streptomyces aureofaciens ATCC 
10762, nachfolgend mit BP0-A2 bezeichnet 

5 - Chlorperoxidase aus Streptomyces aureofaciens Tii 24, 
nachfolgend mit CPO-T bezeichnet 

Chlorperoxidase aus Streptomyces lividans, nachfolgend 
mit CPO-L bezeichnet 

Chlorperoxidase aus Pseudomonas fluorescens, 
10 nachfolgend mit CPO-F bezeichnet 

Chlorperoxidase aus Serratia marcescens, nachfolgend 
mit CPO-S bezeichnet 

Acetylcholinesterase aus Zitteraal, nachfolgend mit 
Ace bezeichnet 

15 Die Herstellung der Enzyme erfolgt im wesentlichen nach 
Zellauf schlufi und Entfernen der unldslichen 
Zellbestandteile durch Zentrif ugation je nach Enzym uber 
Hitzeschritt, Fallung von Fremdproteinen durch pH- 
Erniedrigung und anschl iefiender Saulenchromatographi e an 

20 unterschiedlichen Medien. 

Das Gen der Bromperoxidase A2 aus Streptomyces aureofaciens 
ATCC 10762 sowie auch die Uberexpression mit anschlieliender 
Reinigung ist im J. Gen . Microbiol . 138, S. 1123-1131 (1992! 
beschrieben. Die Remigungen der Bromperoxidasen BPO-Al und 
25 BP0-A2 aus S. aureofaciens ATCC 10762 smd m J. Gen. 
Microbiol. 137, S. 2539-2546 (1992) verof f ent 1 icht . 

Die Reinigungen der Chlorperoxidasen von Streptomyces 
aureofaciens TO 24 (CPO-T) und Pseudomonas pyrrocinia 
fmden sich im Biol. Chem. Hoppe-Seyler 368, S, 1225-1232 
30 (1987) bzw. J. Biol. Chem. 263, S. 13725-13732 (1988). Die 
Klonierung der Gene, die Oberexpress ion und die neuen. 
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vereinfachten Reinigungsverf ahren sind in J. Bacteriol. 
170, S. 5890-5894 (1988) bzw. Gene 130, S. 131-135 il993) 
beschrieben . 

Eine Herstellungsvorschrif t fur das Enzym CPO-L findet sich 
5 in J. of Bacteriology, Vol. 176, S. 2339-2347 (1994). Das 
Enzym CPO-S wird aus dem Wildstairun isoliert (FEMS 
Microbiol. Lett. Vol. 129, S. 255-260 (1995)). Das Enzym 
Ace ist kauflich erwerbbar (Fa. Sigma) . 

Zur Herstellung des Enzyms CPO-F wurde zur Klonierung des 
10 Gens ein synthet isches Oligonukleotid folgender 
Zusanutiensetzung verwendet: 

TTT TAT AAA GAT TGG GG 
C C G C 

Dieses Oligonukleotid wurde entsprechend der Angaben des 

15 Herstellers mit einem DIG Oligonukleotid 3' - END Labeling 
Kit der Firma Boehringer Mannheim markiert und mit EcoRI- 
verdauter Gesamt-DNA aus Pseudomonas fluorescens 
hybridisiert . DNA im hybridisierenden Bereich wurde 
isoliert und in den Plasmid-Vektor pUC18 ligiert und fur' 

20 die Transformation von E. coli TG 1-Zellen verwendet. 
Ampicillin-resistente E, coli-Transf ormanten wurden mit 
Hilfe des Oligonukleotids durch Koloniehybridisierung auf 
Vorhandensein des Chlorperoxidasegens hin untersucht. Der 
erhaltene Klon enthielt ein 9 kb grofies Insert, das mit 

25 BamHI/EcoRI-Verdauung zu einem 3.8 kb grolien Insert 

verkleinert wurde. Dieses Fragment wurde ebenfalls in pUC18 
ligiert und damit E.coli TGI transf ormiert . Die 
resultierenden rekombinanten E. coli-Klone enthielten das 
Plasmid pSK380. Ausgehend von pSK 380 wurde durch Verdauung 

30 mit Xhol ein 2,3 kb grolies Insert erhalten, das wiederum m 
pUCia ligiert wurde (pSK230) . E. coli-Klone, die das 
Plasmid pSK 230 enthielten, produzierten erhdhte Mengen an 
CPO-F. Dazu wurde E. coli mit dem Plasmid pSK230 fur 24 h 
geziichtet, die Zellen durch Zentri f ugation geerntet und 
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durch Ultraschal Ibehandlung auf geschlossen . Nach 
Ammoniumsulfatfallung (35 - 55 % Sattigung) wurde die 
Proteinldsung langsam auf 55 "C erhitzt, dann auf Eis 
gekuhlt und ausgef allenes Protein durch Zentri f ugat ion 
5 entfernt. Anschliefiend wurde die Ldsung auf einen 

Protemgehalt von 5 mg/ir.l eingestellt und mit 1/100 Volumen 
emer Trypsinldsung (10 mg/ml ) versetzt und iiber Nacht bei 
37 °C inkubiert. Nach Ultrafiltration ( YMSO-MeirJoran) v.-urde 
die Proteinl6sung auf eine mit 10 mM Natriumacetat-Puf f er, 

10 pH 5,5, equilibrierte DEA£-Sephacei-Saule (10 ml) 

aufgetragen. Die Elution erfolgte mit einem NaCl-Gradienten 
von 0 - 0,6 M in 10 Natriumacetat-Puf fer, pH 5,5 (10 
ml). Die aktiven Fraktionen wurden gesairjnelt und durch 
Ultrafiltration konzentriert . Die Proteinlosung wurde dann 

15 auf eine Sephacryl G 300-Saule, equilibriert mit 0, 1 M 
Ammoniumacetat , pH 6,8, aufgetragen und f raktioniert . Die 
aktiven Fraktionen werden gesammelt und bei -20 °C 
gelagert . 

Das Sequenzprotokol 1 zeigt die Arainosauresequenzen der 
20 Enzyme CPO-P, BPO-Al , BP0-A2, CPO-T, CPO-L und CPO-T. Die 
Aminosauresequenzen wurden von den nach der 
Kettenabbruchmethode erhaltenen DNA-Sequenzen abgeleitet. 

Sichtbar ist, daft die Aminosauresequenzen der dargescellten 
Enzyme an gleicher Stelle gleiche Aminosauren, namlich die 
25 Aminosauren Serin (Ser), Histidin (His) und Asparaginsaure 
(Asp) aufweisen. Diese .^Jninosauren bilden die katalytische 
Triade der Enzyme. 

Fiq. 1 zeigt in Gesamtansicht eine dreidimensionale 
Struktur des Enzyms Ercrr,peroxidase-.A2 aus Streptomyces 
30 aureofaciens ATCC 10762, die durch Rdntgenstrukturanalysen 
erhalten wurde (Hecht et. al, Nature Struct. Biol. 1, S. 
532-537 (1994) . 
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In Fig. 2 ist ein Ausschnitt der dreidimensionalen Struktur 
des Enzyms BP0-A2 dargestellt. Das aktive Zentrum mit der 
kataiytischen Triade, bestehend aus Serin (Ser lOlA) , 
Histidin (His 264A) und Aspartat (Asp 235A) , ist deutlxch 
5 zu erkennen. Zusatzlich sind in Fig. 2 angegeben: Met 102A, 
Tyr 7 6A und Trp 211A. 



Aus ftihrungsbei spiel 1 

Enzymatische, aktiven Sauerstoff liefernde Mischung unter 
10 Beteiligung von Chlorperoxidase 

Die Mischung besteht aus 

0,5 mg Chlorperoxidase aus Streptomyces aureofaciens 
TO 24 geldst in Wasser 

4 ml 1 M Natriumacetat-Puf fer pH 4,0 und 

15 - 15,7 yl (152 umol) H2O2 (30%ig}. 

Vor Reaktion wird die Wasserstof fperoxidlosung getrennt von 
den anderen KomponenLen gelagert. Diese Mischung soli 
nachfolgend fur die Oxidation von Thioanisol zum 
entsprechenden Suifoxid verwendet werden. 

20 Dazu werden zu 4 ml 1 M Natriumacetat-Puf fer pH 4,0 und 1 
ml 1,4-Dioxan 11,8 ul Thioanisol und 15,7 iil H2O2 30lig 
geqeben. Dieser Lbsung werden 0,5 mg Chlorperoxidase aus 
Streptomyces aureofaciens TO 24 zugefuct und die Reaktion 
fur 78 mm bei 22 °C inkubiert. Als allemiges Produkt 

25 wurde zu 100 % das Suifoxid erhalten. 

Ausfiihrungsbeispiel 2 

Enzymatische, aktiven Sauerstoff liefernde Mischung unter 
Bereiligung von Bromperoxidase 

Die Mischung besteht aus 
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1 ml C,l M Natriumacetat, pH 5,5 
100 ul 0,03 % H202-Losung 

0,3 Bromperoxidase aus Streptomyces aureofaciens 
ATCC 10762. 

5 Bis zur Reaktion wird die Wasserstof fperoxidlosung getrennt 
von den anderen Mischungskomponenten gelagert. Anhand einer 
Bromierungsreaktion von Monochlordimedonldsung soli die 
Anwendung der vorbenannten Mischung beschrieben warden: 

Dazu werden zu 1 ml 0, 1 M Natriumacetat pH 5,5 10 pi 4,8 
lU iTiM Monochlordimedonlo sung in Ethanol und 100 pi 0,03 % 
H202-Losung gegeben. Dieser Losung werden 0,3 pg 
Bromperoxidase aus Streptomyces aureofaciens ATCC 10762 
sowie 100 ijl 1 M Natriumbromidldsung zugefugt. 

In dieser Losung katalysiert die Bromperoxidase die 
15 Umwandlung von Natriumacetat in Peressigsaure . Die 
gebildete Peressigsaure reagiert dann weiter mit dem 
Natriumbromid . Dadurch wird das Bromidion oxidiert und es 
kommt zur vollstandigen Bromierung des eingesetzten 
Monochlordimedons mnerhalb von 10 min. 

2 0 Ausfuhrungsbeispiel 3 

Enzymatisch, aktiven Sauerstoff liefernde Mischung unter 

Beteiligung von Chlorperoxidase 

Die Mischung besteht analog Ausfuhrungsbeispiel 2 aus 
1 mi 0,1 M Natriumacetat, pH 5,5 
25 - 100 ul 0,03 % H202-Losung 

0,3 pg Chlorperoxidase aus Pseudomonas pyrrocinia. 



Bis zur Reaktion werden die Mischungkomponenten getrennt 
voneinander gelagert. Analog Ausftlhrungsbeispiei 2 wird 
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diese Mischung zur Bromierung emer Monochlordimedonlosur.g 
angewandt . 

In der nachfolgenden Tabelle ist die Abhangigkeit der 
bromierenden Aktivitat der Chlorperoxidase aus Pseudomonas 
5 pyrrocinia von der Temperatur aufgefilhrt: 

Tabelle 1 



Aktivitat 



30 
50 
70 
90 
100 
50 



20 
30 
40 
50 
60 
70 



Tabelle 1 zeigt die Enzymaktivi tat uber emen weiten 
Temperaturbereich, wobei bei 40 bis 70 °C gute und bei 
60 °C die besten Ergebnisse erzielt warden. 

2 0 Ausfiihrungsbei spiel 4 

Bromierung von Monochlordimedon mit emer enzymatischen, 
aktiven Sauerstoff liefernden Mischung unter Verwendung von 
Enzymen unterschiedl icher Herkunft 

Analog Aus f ilhrungsbeispiel 2 wird jeweils eine Mischung aus 



25 - 



1 ml 0,1 M Natriumacetat, pH 5,5 
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100 ui 0,03 5; H20?-Ldsung und 

10 mU Enzym CPO-P, CPO-T, BPO-Al, BP0-A2, CPO-F, 
CPO-L, CPO-S bzw. Ace hergestellt. 

Bis zur Reaktion wird die Wasserstof fperoxidlosung getrennt 
5 von den anderen Mischungskomponenten gelagert. Anhand einer 
Bromierungsreaktion von Monochlordimedonldsung soli die 
Anwendung der vorbenannten Mischung beschrieben werden: 

Dazu werden zu 1 ml 0, 1 M NatriumaceCat pH 5,5 10 ijl 4,8 
mM Monochlordimedonlosung in Ethanol und 100 pi 0,03 % 
0 H202-Losung gegeben. Dieser Losung werden 10 mU Enzym sowie 
100 pi 1 M Natr i umbromidlosung zugefugt. 

Anhand der Bromierungsreaktion von Monochlordimedon zu 
Monobrommonochlordimedon wird die Aktivitat der 
enzymatischen Mischung bestimmt. Dabei wird Bromid durch 
5 die enzymatisch gebildete Persaure oxidiert und reagiert 
dann mit dem organischen Substrat Monochlordimedon. Hierbei 
fiihrt ein mol Persaure zur Bromierung eines mols 
Monochlordimedon. Die Enzyme zeigen je nach Herkunft 
unterschiedliche spezifische Aktivitaten: 

0 Enzym spez. Aktivitat (unit/mg Protean) 

CPO-P 63 



CPO-T 



9 



BPO-Al 



BP0-A2 



5 CPO-F 



4 



CPC-L 



1 9 



CPO-S 



390 



Ace 



0, 013 
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Ausftihrungsbei spiel 5 

Verfahren zur Herstellung von Peressigsaure 

19 pg Chlorperoxidase werden in 1 ml IM Natr iumacetat , pH 
5 4,0 gelost und mit 5 ul 30 % H202-Losung versetzt und fur 
50 min. bei 30 oC inkubiert. Die dabei entstehende 
Peressigsaure wird anhand der Oxidationsreaktion von 
2-Chloranilin zu 2-Ni trochlorbenzol nachgewiesen . 

Nachfolgende Tabellen geben Reaktionsergebnisse bei 
10 unterschiedlichen Mengen der Reaktionspartner Acetat und 
Wasserstof fperoxid wieder. 

Tabelle 2: 

2-Nitrochlorbenzolbildung in Abhangigkeit von 
unterschiedlichen H202-Konzentrationen 



15 



H202-Anteil 



Reaktionsprodukt 



110 mM H2O2 



95 ng 2-Ni trochlorbenzol 



17 6 mM H2O2 



160 ng 2-Ni trochlorbenzol 



20 



220 mM H2O2 



200 ng 2-Ni trochlorbenzol 



330 mM H2O2 



230 ng 2-Ni trochlorbenzol 



440 mM H2O2 



240 ng 2-Ni trochlorbenzol 
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Tabeiie 3: 

2-NitrochlorbenzcIbiidung in AbhangigkeiC von 
unterschiedlichen Acetatkonzentrat ionen 



5 Acetat-Konzentration Reaktionsprodukt 

20 mM Acetat 30 ng 2-Ni trochlorbenzol 

100 rnM Acetat 120 ng 2-Ni trochlorbenzol 

200 mM Acetat 180 ng 2-Ni t rochlorbenzol 

10 500 rtiM Acetat 240 ng 2-Nitrochlorbenzol 

1000 mM Acetat 240 ng 2-Nitrochlorbenzol 



Die oben auf gef ilhrten Tabellen zeigen eine Abhangigkeit 
15 sowohl von der Konzentration von Wasserstof f peroxid als 
auch von Acetat. Acetatgehal te bis zu 500 mM fuhren zu 
erhohter Persaureproduktion . 
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Pa tentanspriiche 

1. Enzyraatische, aktiven Sauerstoff bildende Mischung m 
trockener oder fliissiger Form, 

dadurch gekennzeichnet , 
daB die Mischung aus 

Oxidoreduktase vc.it einer a/p-Hydrolase-Faltung 
und einer katalytischen Triade aus den 
Ammosauren Serin, Histidin und Asparaginsaure, 
einer Peroxidquelle und 

emer organischen Saure oder derem Salz besteht, 
und m wassriger Losung angewandt wird. 

2. Mischung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 
dali die Mischung aus 

in Wasser geloster Oxidoreduktase mit einer a/p- 
Hydrolase-Faltung und einer katalytischen Triade 
aus den Aminosauren Serin, Histidin und 
Asparaginsaure , 
Peroxidlosung 

einer wassrigen Ldsung einer organischen Saure 
Oder derem Salz besteht, 

wobei bis zur Anwendung dieser Mischung die 
Peroxidlosung getrennt von den anderen Komponenten 
aufbewahrt wird. 

3. Mischung nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi) als Oxidoreduktase bakterielie Nicht-Ham- 
Haloperoxidase, als organische Saure Essigsaure oder 
Propionsaure oder Milchsaure oder deren Salze und als 
Peroxidquelle Wasserstof fperoxid oder Natr lumperborat 
emgesetzt werden. 
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4. Mischung nach .-.nspruch 3, 
dadurch gekennzeichnec, 

dafi als bakterielle Nicht-Ham-Haloperoxidase 
Chlorperoxidase Oder Bromperoxidase eingesetzt werden. 

5 5. Mischung nach einem der Ansprtiche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet , 

daB der Anteil Oxidoreduktase pro 0,15 bis 50 pmol 
Wasserstof fperoxid und pro 100 pniol Saure oder deren 
Salz 8 bis 16 mU betragt. 

10 6. Mischung nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 
dadurch gekennzieichnet, 

daB der Anteil Oxidoreduktase bei Einsatz von 
Natriumperborat 8 bis 16 niU pro 0,15 bis 50 umol in 
Losung f reigeset ztem Wasserstof fperoxid betragt. 

15 7. Verfahren zur Herstellung von organischen Persauren, 
dadurch gekennzeichnet , 

daB in Anwesenheit von Oxidoreduktase mit einer a/p- 
Hydrolase-Faltung und einer katalytischen Triade aus 
den Aininosauren Serin, Histidin und Asparaginsaure und 
20 Wasserstof fperoxid oder Peroxidverbindungen organische 

Sauren oder deren Salzen in wassriger Losung bei einem 
pH-Wert von 3,5 bis 6,0 und bei Temperaturen zwischer. 
15 und 80 "C zu organischen Persauren umgewandelt 
werden . 

25 8. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB als Oxidoreduktase bakterielle Nicht-Ham- 
Haloperoxidase, als Peroxidverbindung Natriumperborat 
und als organische Saure Essigsaure oder Propionsaure 
30 Oder Milchsaure oder deren Salze eingesetzt werden. 
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9. Verfahren nach Ps\spruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dalJ als bakterielle Nicht-Ham-Haloperoxidase 
Chlorperoxidase oder Bromperoxidase eingesetzt warden. 

5 10. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dali pro 0,15 bis 50 umol Wasserstof fperoxid und pro IC 
^mol Saure oder Salz 8 bis 16 mU Nicht-Ham- 
Haloperoxidase eingesetzt werden. 

10 11. Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

daib bei Einsatz von Natriumperborat 8 bis 16 mU 

Oxidoreduktase pro 0,15 bis 50 umol in Losung 

f reigesetztem Wasserstof fperoxid eingesetzt werden. 
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